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Prepn. of high purity, biologically active mucopolysaccharide (MPS) 
compns. is effected by treatment of heparin with nitrous acid, or if 
pref. with reagents which generate nitrous acid in situ, using 
concentrations of reagents such that when the desired degree of 
polymerisation is attained then the nitrous acid, or reagents 
generating it, has been totally consumed. The reaction conditions other 
than the concn. of reagents are adjusted to obtain controlled 
depolymerisation of the heparin to give the desired MPS. When the 
reaction stops, the prods, are pptd. with an alcoholic solvent and 
recovered. 

Compsns. produced by the above process are claimed, which are 



practically free of contaminants, partic. nitrites and nitrates, and 
comprise above 98% of MPS having a mol.wt. of 2000-8000 daltons, which 
have an anti-Xa (Yin-Nessler or YW) activity of at least 200 w/mg, 
pref. above 250 u/mg and a USP or 13TT activity of less than 30 iu, 
pref . less than 20 iu or even 10 iu. The ratio of YW to USP or APTT is 
at least 3, pref. above 6 and especially above 10. 

The compsns. control specific stages of the blood coagulation 
process. They have inhibitory active against factors X and Xa and are 
useful as antithrombotics with reduced risk of haemorrhage. They are 
generally administered orally. 
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"Precede d'bbtention de mucopolysaccharides biologiquement 
actifs, de puretn elevre, par dppolymerisation de l»h<»parine" 

L' invention est relative h un nouveau preclude d'ob- 
tention de compositions de mucopolysaccharides de .puret^ 
5 elev(^e biologiquement actifs par depolymerisation m^nagee 
de I'heparine. 

Elle concerne plus particulierement un proc4d6 du 
type en question permettant d'obtenir des mucopolysacchari- 
des (ces produits seront d^signes ci-apres par 1 ' abreviation 
10 MPS) capables notaniment de controler, de maniere hauteraent 
sp<^cifique, certaines Stapes de la coagulation sanguine et, 
en particulier, possedant une activite plus selective que 
l*hpparine vis-a-vis d'un nombre plus rnduit de £acteurs de 
la coagulation, notamment du facteur X activ^ ou facteur Xa 
15 du sang. 

Compte-tenu de leurs proprieties, ces MPS constituent 
de pr<^cieux medicaments, notamment antithrombotiques • On 
concoit alors I'int^ret, pour les applications th^rapeutiques 
envisagees, de disposer de MPS de purete elevee, en particu- 

20 lier pratiquement totalement debarasses de tous les conta- 
minants que peut apporter le milieu de reaction, tout en 
n'ayant recours, pour leur obtention, qu'li des Stapes opera- 
toires.de mise en oeuvre aisee dont le cout et la realisation 
permettent une exploitation a I'^chelle industrielle. 

25 Pour 1' obtention des composes de ce type, les inventeurs 

se sont plus specialement inti^resses a la depolymnrisation 
menagSe de I'heparine sous Inaction d'un agent chimique ca- 
pable de fragmenter les chalnes qui la constituent, en parti- 
culier de I'acide nitreux. 

30 Or, d'une maniere generale, les precedes de ce type, 

proposes a ce jour, conduisent h des m41anges de depolymeri- 
sation renfermant de nombreux contaminants, notamment des 
nitrites et des nitrates provenant de I'acide nitreux n'ayant 
pas reagi. II s'avere alors necessaire de purifier avec 

35 soin, au cours d'etapes supplpmentaires, les compositions de 
MPS deces melanges avant de les utiliser en therapeutique. 
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En outre, la realisation de la reaction Jusqu'au 
degre de depolyin<^risation souhaite exige un .controle rigou- 
reux de la progression de. la d'^polymerisation afin d'arreter 
cette derni^re pour empicher une depolymerisation plus 
5 pouss^e. 

La recherche par ies inenteurs de moyens pennettant 
d*obtenir les MPS recherches, de mani^re plus satisfaisante, 
les a conduits ^ ^tudier des conditions de realisation de la 
depolymerisation partielle de I'h^parine dans des conditions 

10 differentes. 

Les travaux effectu^s ont permis de constater qu'en 
choisissant l*un des param&tres et en le £aisant varier de 
mani&re appropri^e, en fonction de la quality du produit 
souhaite, il etait possible d'obtenir un melange de depo- 

15 lym^risation pratiquement exempt de contaminants du type 
nitrite-nitrate et d'eviter durant la reaction le controle 
de la depolymerisation pour arreter cette demiJ^re lorsque 
le degre souhaite est atteint. 

L' invention a done pour but de fournir un nouveau 

20 procede permettant d'obtenir des MPS possedant les proprietes 
biologiques evoquees ci-dessus tout eh etant pratiquement 
exempts de tous contaminants tels nue nitrites et nitrates, 
qui se trouvent done par la sous forme particulierement 
approprii^e pour leurs applications en th^rapeutique. 

25 Elle a egalement pour but de fournir un procedo permet- 

tant d'obtenir ces MPS sans avoir h exercer -un controle ri- 
goureux de la duree de reaction pour arreter cette derni^re 
des que le degre de depolymerisation souhaite est atteint, 
le degre de depolymerisation etant ajuste h volonte. 

30 Elle vise i^galement a . fournir un precede dont la 

mise en oeuvre k I'echelle industrielle est rendue extrimement 
aisee en raison des conditions particulieres choisies pour 
la depolymerisation menagee de l*heparine. 

Le procede d'obtention de eompositions de MPS biolo- 

35 giquement actifs selon 1 • invention est caracterise par le 

fait qu»on met en oeuvre I'heparine et l»acide nitreux 
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ou,de maniere prdferee, les reactifs utilises pour I'en- 
gendrer in situ, selon des quantites telles que lorsque le 
degre de depolyn*^risation souhaite est attaint, I'acide 
nitreux, le cas echeant, les reactifs utilises pour le gen6- 
5 rer in situ, soit totalement consomme, les conditions de la 
reaction autres que les concentrations en r«^actifs etant 
avantageusement ajustees les unes en fonction des autres de 
maniere h permettre I'obtention d'une depolymerisation par- 
tielle de I'hc^parine de depart conduisant aux MPS recherch^s 
lo et, aprfes arret par elle-meme de la reaction, on s^pare les 

MPS qui sont pr^cipitables par un solvant alcoolique et on les 
rt^cupere. 

L*interet de ces dispositions s'avere parti culierement 
pri^cieux au regard des applications biologiques envisagees 

15 pour lesproduits. En effet, les compositions de MPS recup^- 
r<^es du melange de depolymerisation sont pratiquement totale* 
ment exemptes de produits toxiques, en particulier de nitri- 
tes et de nitrates, la formation deces derives n'ayant pu se 
produire 4tant donn4 la consommation totale de I'acide 

2o nitreux et 1 * elimination sous forme gazeuse de ceux contenant 
de 1 'azote, ce qui permet d • eviter toute contamination apres la 
reaction du oroduit forme par des compos#^s nitres, toxiques. 

Ce proc^d** presente, en outre, un avantage considerable 
au niveau de la technique de realisation. 

7*^ En effet, grace aux dispositions utilisdes, la 

reaction de depolymerisation en quelque sorte "s'autoregule", 
s'arretant d'elle-meme lorsque le degre de depolymerisation 
voulu est obtenu. 

On se lib^re ainsi de la contrainte de la dur^e des 

3n reactions qui est rendue necessaire dans les techniques an- 
terieures afin d» eviter une depolymerisation trop avanc^e 
de I'heparine. 

Conformeroent h 1' invention, au lieu de se conformer k 
la cinotique de reaction decoulant des paramet res utilises 

3S jusqu'alors et, notamment, des quantites de reactifs, on 
choisit la concentration en produits engendrant I'acide 



2503714 



4 

nitreux de maniere k obtenir la depolymerisation recher- 
chee afin que la d^polymerisation s'arrete du fait de la 
disparition par consonunation totale de .l^un des rftactifs 
lorsque les produits souhaites sont obtenus. 

La quantity d'acide nitreux mise en oeuvre, ou de 
produits utilisf^s pour I'engendrer in situ, doit etre suf- 
fisante pour obtenir un rendement satisfaisant en produits 
de ddpolym^risation^de la quality souhaitee roais ne doit pas 
depasser une limit e au-dela de laquelle, compte^tenu de 
la quantit<^ d'heparine mise en oeuvre, l"acide nitreux ne 
serai t pas entierement consomme « 

De roani&re pr^f^r^e, les conditions mises oeuvre sont 
choisies de maniere a obtenir un rendement quant itaf if en 
unites Yin-Wessler. 

D'une maniere* avantageuse^ on met ainsi en oeuvre de 
0^03M a 0^07M, notamment de 0,03M a 0,05M de MaNO^ avec 
de I'h^parine h 10% environ. 

Les dispositions ci-dessus sont avantageusement mises 
en oeuvre dans un procede de depolymerisation menag^e d»h6- 
parine dans lequel, les conditions de la reaction autres 
que les quantit^s de react if s, permettent plus specialement 
I'obtention de MPS ayant une activite anti*Xa (Yin-Wessler) 
d'au moins 2O0 u/mg, un rapport de leur titre Y-W/USP ou 
de leur titre YW/APTT d'au moins 2, formes d»une majeure par- 
tie d^esp&ces ayant un poids moleculaire de 2000 a 8O0O dal- 
tons. 

Dans un mode pr^f^rd de realisation de 1* invention, 
on met avantageusement en oeuvre comme mati^re premiere une 
heparine possedant un poids moleculaire de 2000 a 50 006 
environ. 

peut s'agir d'une heparine de quality pharmaceutique 
classique, injectable, ou d*une heparine brute telle qu'elle 
est obtenue k 1* issue des operations d» extraction de ce 
principe actif ? partir de tissus ou d'organes de mammiferes, 
notamment de mucus d'intestins ou de poumons, par exemple 
de pore ou de boeuf . Elle peut encore etre constituee par 
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les produits qui sont normalement ecartes lors de la 
purification d'une heparine en vue de l^obtention d'une 
heparine de qualitis injectable et d'activite specif ique 
plus elevee. 

5 L' heparine mise en oeuvre est soumise, dans des 

conditions menagees, & 1 'action d'un agent chimique, plus 
particulierement de l"acide nitreux. Get acide peut etre 
ajoute a 1 'heparine ou forme in situ par addition, selon 
des quantites controlees, d*un acide, a un derive de 

lo 1' acide nitreux, en particulier, un sel ether-sel, plus 
specialernent un sel alcalin ou.alcalino-terreux, 

Dans un mode de realisation avantageux de 
1' invention, on utilise comme sel de 1* acide nitreux, du 
nitrite de sot'ixiih NaN02. 

15 Pour engendrer in situ !■ acide nitreux, on ajoute 

des quantites control^es d'un acide comportant des anions 
blologiquement acceptables tels que 1 ' acide acilt ique et 
plus specialernent 1* acide chlorhydr ique • 

L' action de 1* acide nitreux sur 1* heparine est 

20 effectu^e en milieu aquetix. 

Conforroement h 1» invention, les concentrations en 
heparine et en acide nitreux sont xrhoisies de maniere telle 
que lorsque le degre de depolymerisation souhaite est atteint, 
1 'acide nitreux soit totalement consomm^, les autres para- 

2«= mfetres intervenant pour la realisation de cette ri^action, 

en particulier la temperature et le pH etant ajustes les uns 
aux autres afin d'obtenir les produits desires dans les 
conditions experimen tales les plus satisfaisantes. 

L' etude de ces conditions exp6riraentales par les in- 

30 venteurs a montr^ qu'il est avantageux de mettre en oeuvre 
1 'heparine et les produits engendrant 1' acide nitreux selon 
des quantites conduisant a une concentration finale en hepa- 
rine d'au moins 8X, avantageusement de I'ordre de 8 a 12%, 
specialernent voisine de lOX, la concentration finale en ni- 

35 trite de sodium etant alors de 0,02M ? O, IM environ et de 

preference de 0,O5M. Compte-tenu des concentrations elevees 
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en heparine, les volumes a manipuler pour la mise en 
oeuvre du proc^d* d'autoregulation selon 1» invention, sont 
considerablement reduits, d'uri facteur d^au moins 5, par 
rapport aux techniques chiiniques habituelles. 

Les essais realises ont montre qu'il etait approprie 
de recourir a une temperature de I'ordre de O a lO*»C, de 
preference voisine de 4»c. 

Comme deja souligne, ces conditions permettent de se 
liberer d»un controle rigoureux de la dur^e de la reaction. 

Les conditions mises en oeuvre sont telles qu'elles per- 
mettent une autoregulation de la reaction de depolymerisa- 
tion partielle, selon un principe qui se distingue de 
celui mis en oeuvre dans les proc4df$s connus, ce qui se 
traduit par une difference au niveau des resultats, a savoir 
1 • absence de nitrite dans le milieu reactionnel en fin de 
reaction, les composes azotes formes etant volatils. 

Lorsque I'acide nitreux mis en oeuvre est epuise, le 
degr6 de depolymerisation souhait^ est atteint et on pri^ci- 
pite du milieu de depolymerisation ceux des produits qui sont 
precipi tables par I'alcool. Auparavant, on rea juste avanta- 
geusement le pH h une valeur voisine de la neutralite. 

'Pour 1 'operation de precipitation, on a avantageusement 
recours e de I'ethanol absolu. Les essais effectues ont 
permis de constater qu'en utilisant environ 2 volumes 
d'ethanol, on obtenait la precipitation souhaitee des MPS 
biologiquement actif s. 

Le precipi te forme est recup^r^ et, en viae de son 
utilisation, lav4 et sech^. 

La mise en oeuvre des dispositions qui precedent permet 
d'obtenir des produits caracterises notamment par les points 
suivants. 

Ces produits sont solubles dans un milieu hydro-alcooli- 
que (eau-ethanol) , ayant un titre de 55-61»GL, de preference 
de 58^GL r ils tendent vers 1 » insolubilite dans un milieu 
eau-ethanol dont la teneur en alcool est plus elevee ; ils 
sont insolubles dans 1* alcool pur ; ils presentent des 
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titres y-W d'au moins 200 u/mg, et des rapports de 
titre Y-W/USP d'au moins 2, notan'nent d»au moins 3, de 
preference d'au moins sup^rieur p 6, voire li 10 ; ils 
comportent des motifs terminaux possedant la structure de 
base ,2, 5-anhydro-D-manno dont la fonction alcool-primaire 
en .6 est substitute ou non par un groupe -SO^- 

Ce motif terminal repond k la formule suivante : 

CH2OP.2. 




10 



oil represente un groupement fonctionnel choisi notamment 
parmi des groupements aldehyde, alcool ou acide carbo- 
xylique ou leurs dtriv4s, notamment les acetals, amides, 
ethers, esters ou sals correspondants et R2 un atome 
15 d'hydrog&ne oil un groupe SO^* 

Dans un aspect avantageux de 1' invention, est 
constitue par un groupe aldehyde, acide carboxylique ou 
alcool. 

De preference encore, . les produits obtenus selon 
20 1* invention sont constitues par une majeure partie d'especes 
de poids moleculaire de 2000 k 8000 daltons environ, ce qui 
correspond a des structures ayant de 8 a 40 entites saccha- 
ridiques. 

Tels qu'ils sont obtenus, ces produits sont depourvus 
75 de nitrates-nitrites contaminants. 

D*une mani^re generale, ces produits sont particu- 
lierement pr*^cieux, en raison de leurs propri^tts pharma- 
cologiques de grand inttret. lis poss^dent, en effet, 
une activite anti-Xa YW au moins egale^ celle de I'hepa- 
30 rine de depart alors que leur titre USP ou APTT (qui 

traduit I'activite anticoagulante globale) est inferieur a 
celui de I'heparine, ce qui facilite leur utilisation et 
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dirainue les risques d» accidents h^^morragiques. 

De plus, leur faible poids moleculaire par rapport a 
celui de l»hpparine de depart leur confere une pharma- 
cocin^tique retardee d'un grand interet en th^rapeutique. 
lis peuvent en outre etre avantageusement utilises par voie 
orale. 

A titre illustratif, on indique ci-apres un exemple 
de realisation du procede de 1 'invention. 

EXAMPLE 1 • Depolymerisation auto-regulee de I'hpparine et 
obtention de MPS de has poids moleculaire - 

Dans 15 litres d'eau distlll(5e a +4*C, on dissout 1500 
grammes d'heparine commerciale ayant un rapport YW/USP 
voisin de 1 et un titre USP de 160 ui. On ajoute 51,8 g 
de nitrite de sodium dissous dans 300 ml d'eau distillee, 
15 et imm^diateraent le pH est abaisse a 2,5 par de l*acide 
chlorhydrique pur. 

La reaction s'opfere alors. Au bout de 40 minutes, on 
determine la presence ou 1' absence d'ions nitreux dans le 
milieu reactionnel a I'aide de papier iodoamidonne, toutes 
les 5 minutes. Au bout d'envion 60 minutes de reaction, 
I'acide nitreux a et^ entierement consomme et il ne subsiste 
plus d'ions NO^- dans le milieu reactionnel. Le pH est 
alors a juste a 7 par de la soude pure, et les produits de la 
reaction sont rdcup^res par addition de 31 litres d»etha- 
25 nol pur (2 volumes) 

Le precipite forme est collect^ par centrifugation, 
lave a I'ethanol et seche a 60^0 sous vide. 

On recueille des produits presentant les caracteristi- 
ques suivantes : 

30 Titre USP 19 ui/mg 

Titre APTT X 13 ui/mg 

Titre Yin et V7essler 202 u/mg 

Teneur en nitrites/nitrates 4 ppm 

* abreviation des termes anglais "activated partial thrombo- 
35 plastin time, (equivalent du temps de <:ephaline kaolin 
Caen J et al. I'hemostase, edit. Expansion Scientifique 



20 
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1976^p. 169-170). 
EXEMPLE 2 - 

En procedant comme dans I'exemple 1, en partant 
d'une solution d'hdparine h 10% (lOO g/1) , on obtient 
des MPS presentant les rapports YW/USP selon la quantite de 
NaNO^ mise en oeuvre, h savoir : 



NaNO^ Rapport des titres YW et USP 

des MPS 



0,03M 


2,7 


(140/51) 


0,04M 


8 


(214/26) 


0,05M 


12 


(230/19) 


0,06M 


16 


(194/12) 


0,07M 


22 


(201/9) 


0,08M 


19 


(132/6,4) 


0,1M 


44 


(110/2) 



Des MPS pr^££r<^s cprrespondent a ceux obtenus en utilisant 
de 0,03 h 0,07m« notamment de 0,03 ^ 0,O5M. 
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RKVENDI CATION 

Procede d'obtention de compositions de mucopolysac- 
chars'^ep, ou MPS, biologiquement actifs, de purete elevee, 
caractdrise par le fait qu'on met en o*»uvre l*h^parine et 
5 I'acide nitreux, ou, de maniere pr4fer4e, les r^actifs uti- 
lises pour I'engendrer in situ, selon des quantites telles 
que lorsque le degr^^ de depolymerisation souhaite est 
atteint, I'acide nitreux, le cas echeant les reactifs utili- 
ses pour le g^n^rer in situ, soit totalement consomme, les 

10 conditions de la reaction autres que les concentrations 

en reactifs etant avantageusement ajustees les unes en fonc- 
tion des autres de maniere h permettre I'obtention d'une 
depolymerisation partielle de I'beparine de depart conduisant 
aux MPS recherchils et, apr6s arret par elle-meme de la 

15 reaction, on s^pare les MPS qui sont precipitables par un 
solvant alcoolique et on les recupere. 



